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LIGNEE CELLULAiRE PROSTATIQUE ET SON UTILISATION POUR 
L'OBTENTION D'UNE TUMEUR PROSTATIQUE ETABLIE CHEZ UN ANIMAL 

La presente invention porte sur une nouvelie iignee ceifulaire 
stabile de cellules epith^iiaies cancSreuses prostatiques de chien, sur un 
5 anima) auquei ont ete greff^s des cellules de cette Iignee cellulaire 
generant une tumeur prostatique etablie et a des precedes d'identification 
de substances therapeutiques pour !a prevention ou ie traitement du 
cancer de la prostate. 

Le cancer de la prostate chez rhomme est une pathologle en 
10 croissance rapide, et constitue aujouid'hui au moins 85.000 nouveaux cas 
par an en Europe. Les tralteinents actuels des cancers localement avanc^s 
et metastatiques sont constitu^s par la castration chtmrglcale ou mddicaie 
associ^ ou non h prescription d'antiandog^nes ; n^anmolns, il s'agit d'un 
traitement palllatif car II deviant inefficace dans un d^lai moyen de 12 a 

15 36 mols, constituant la phase d'^chappement au traitement tiomional de la 
maladle. A cette phase de f'echappement au traitement hormonal, les 
autres therapeutiques reconnues, chimiotherapie, irradiation 
metabolique,.., ameliorent la qualite de vie des patients mais ne modifient 
pas revolution fatale de ia maladie. 

20 Differentes techniques ont ete developpees pour suivre I'effet 

therapeutique eventuel d'un traitement, tel que decrit ci-dessus, des 
tumeurs prostatiques. Ce suivi consiste essentiellement ^ mesurer le taux 
d'antigenes sp§cifiques des cellules §prtti§liales de ia prostate dans ie 
sang. Lorsque le taux de ces antig§nes augmente, cela peut Stre le reflet 

25 d'une augmentation anormale du nombre de cellules Spitheliales 
prostatiques, signe d'une progression tumorale. ParmI ces antigdnes, ie 
PSA (pour prostate-specific antigen) est i'antig&ne marqueur le plus utiiisS. 
il est un membre de ia famille des kailiicreines. 

De nombreuses publications sont relatives d des marqueurs 

30 diagnostic ou pronostic de la presence d'une tumeur prostatique. 
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N^anmoins, ceux*ci presentent toujours pour le medecin une incertitude 
sur ie caractere distinctif de ces marqueurs pour une tumeur maligne ou 
une tumeur benigne, ce qui rend difficHe retabiissement d'un protocoie 
th^rapeutique. 

5 Pius r^cemment un autre antig§ne spedftque de la membrane des 

cellules epith6liales prostatiques, le PSMA (pour prostate specific 
membrane antigen) a regu une grande attention de la communaute 
scientifique et medicale dans la mesure oCi il s'agit d'un nouvei antig^ne 
independant et specifique des cellules epltheiiales prostatiques. Cet 

10 antigene est exprime dans les cellules normales et maiignes. ii s*agit d'une 
folate hydrolase, enzyme essentielle du metaboKsme de la cellule 
prostatique. Cette enzyme a ^te donee et sequenc^e (1), et son utilisation, 
ou I'utilisation d*anticorps monodonaux specifiques de cet antigene, penmet 
d'affiner ie diagnostic et le suivi therapeutique des traitements, notamment 

15 par imagerie. 

SI i'existence de marqueurs specifiques des celiules epith^liales 
prostatiques permet un suivi des traitements (chimrgie. radiotherapie, 
traitements hormonaux et chimiotherapies), il n'existe pas aujourd'hui de 
modele animal mimant de fagon flable la tumeur prostatique chez Thomme 

20 et permettant de cribier de substances potentieliement actives par mesure 
non seulement du taux des marqueurs specifiques dans le sang mais 
6galement par examen iiistopathologique et par mesure du volume de la 
tumeur. 

M§me s'it existe des lign^s celiulaires prostatiques dtabiies 
25 utilisables dans des precedes de screening des substances potentieliement 
actives, telies que ceiles d^crites notamment dans la demande de brevet 
WO 98/05797, i'homme du metier salt par experience que les tests de 
screening sur des llgnees celiulaires en culture in vitro ou en xenogreffes 
sous cutanees sur des modeles murins, s'ils sont indispensables dans un 
30 premier temps, sont iargement insuffisants dans un deuxieme temps pour 



wo 01/13714 



3 



PCT/FROO/02362 



mesurer une efficacit6 th6rapeutlque d'une molecule candidate au statut de 
princIpe actif de nouveaux m6dicaments et ce dans le cadre d'une 
experimentation pr§ciinique. 

La prostate canine est consid6ree comme 6tant un bon mod6le 
pour las etudes de prostate humalne dans la mesure oO les giandes 
canines et humaines sont morphologiquement simllaires et presentent une 
predisposition d la transformation maligne ou benigne. C'est une des 
prostates non humaines qui d6veloppe des carcinomes spontanes et la 
seule qui pr6sente une evolution Identique S celle de I'homme. Le cancer 
de la prostate chez les chiens est cliniquement agressif, avec des 
metastases frequentes sur les ganglions lymphatiques reglonaux, I'os et 
les poumons. En outre, des foyers de n6oplasie intra-6pith6liale prostatique 
eievee (PIN), bien qu'etant une 6tape Interm6dialre dans la progression de 
{'epithelium nonnal vers le carcinoma, ont ete trouves dans la majorite des 
prostates cancereuses canines (J.W. Aquilina et al (1998) The Prostate 36: 
189-193). Des PINs high grade chez le chien sont moiphologiquement et 
histologiquement semblables au PIN humain avec une rupture de la 
couche de cellule basale, une elevation de I'lndex prolif6ratif et de la 
densite micro vascuiaire. 

Le carcinoma prostatique est ia plupart du temps diagnostique 
chez des chiens de compagnle 3ges et si I'Sge du chien est converti d rage 
physlologique de I'homme. I'fige moyen d'un diagnostic prostatique chez ie 
chien est tres proche, d savoir 70 ans et 67 ans respectlvement pour le 
chien et pour I'homme. 

Ces considerations etant faites, il s'averait n6oessalre de constituer 
un modele animal sur lequel les resultats en tennes de dos^ et d'efficacite 
pourraient sans trop de difficultes etre transposables k I'homme. 

La presente invention porte sur un precede de production d'un 
animal mammifere non humain A porteur d'une tumeur prostatique 
provoquee apres greffage dans la prostate dudit animal de 10^ a 10^ 
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cellules d'une iign^e ceiiuiaire dtablie, obtenue apres mise en cultufB et 
dissociation m§canique de cellules d'une tumeur prostatique spontanee 
existant chez un animal B de la meme espece ou d'une espece diff^rente. 
Afin que la greffe des cellules etablies en lignee dans une prostate 
5 d'un animal prenne dans les meilleures conditions, il est preferable que 
Tanimal sur lequel sont prelevees les cellules tumorales prostatiques et 
Tanimal receveur soient de la mdme espece. Compte tenu de ce qui a ete 
dit plus haut, entre la similitude ^tioiogique des tumeurs prostatiques chez 
le chien et chez Thomme, le chotx du chlen comme animal pour etablir un 

10 module de tumeur prostatique permettant de tester des produits et des 
m^thodes de traitement apparatt comme particulidrement appropri6. 

Dans le procedS de Pinvention, le greffage dans la prostate d'un 
animal de cellules tumorales prSaiabiement etablies en lign^s doit Stre 
permanent, autrement dit ne pas risquer de subir un rejet de greffe. A cet 

15 effet, t'animal est traits par un immunodepresseur, comme par exemple la 
cyclosporine, de fagon simultanee ou anterieure au greffage desdites 
cellules de la lignee. Lorsque ia cyclosporine est utilisee, elle est 
adminlstree a Tanimal a une dose comprise entre 1 et 10mg par kilo et par 
jour. Le traitement immunosuppresseur debute de preference au moins 

20 deux jours avant le greffage desdites cellules, et de preference au moins 
cinq jours. 

La prSsente invention porte egatement sur une ligne ceiiuiaire 
etablie obtenue apres dissociation et mise en culture des cellules d'une 
tumeur prostatique spontan§e existante chez un animal, les cellules de 
25 ladfte Hgnee etant susceptibles d'Stre greffees dans la prostate d'un animal 
de la m§me espece ou d*une espece diff^rente, et porteuse des 
caracteristiques essentieiles des cellules ^pithetiales tumorales 
prostatiques humaines. 

Pour les raisons expliquees plus haut, il est preferable que Tanimal 
30 donneur, c'est-a-dire sur lequel les cellules pn^statiques sont prelevees et 
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etabiies en lignees, et ranimal receveur soient de la meme esp^ce; de 
preference, cette espece est le chien de fagon ^ constttuer un moddte 
animal utilisable dans des essais pre-cliniques. Par utilisable, on entend la 
fiabtlite de ia transposition potentielle chez rhomme. 
5 La lignee cellulaire est etablle par preievement d'une tumeur 

prostatique etablle chez un chien, dissociation m^canique de la tumeur et 
mise en culture dans des fiacons contenant un milieu nutritif approprie. 
Apres propagation dans ce milieu de culture, les cellules sont traitees par 
la trypsine / EDTA ; Apres un certain nombre de passages, les cellules sont 
10 ensuite progressivement adaptees a la culture dans le meme milieu nutritif. 

Dans rinvention, une attention toute particuliere a ete portee sur 
les caracteristiques de ia lignee stabile en culture, ainsi que de ta tumeur 
prostatique obtenue apr^s greffage des cellules de la iignde dans la 
prostate normale du chien. 
15 Les caracteristiques essentielles d*une lignee stabile selon 

rinvention et obtenue apres dissociation d'une tumeur prostatique de chien 
puis mise en culture sont d*une part, que fe caryotype n'est pas inferieur a 
60 chromosomes, et, d'autre part, que ie temps de doublement, compris 
entre 20 et 35 heures n'est pas modifie par la presence de 
20 dihydrotesterone quelle que soit la concentration de cette demiere. En 
outre, la lignee selon rinvention ne forme pas de colonies en agar . 

Les lignees cellulaires selon I'Invention et ies tumours prostatiques 
obtenues apres greffage de 10^ a 10^ cellules de ladite iign^e ont des 
caracteristiques cytologiques et histochimiques communes et caract^risant 
25 le cancer des cellules epith^liales prostatiques. 

a) La premiere caractSristique importante est la reconnaissance 
des cellules tumorales par un anttcorps monoclonal anti-PSMA humain. Le 
PSMA ou antigdne membranaire spScifique de ia prostate est un nouveau 
marqueur exprime par les cellules epith^liales de la prostate normale, 
30 hyperptasique ou canc^reuse. Le PSMA est une glycoprot^tne 
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transmembranaire dont pres de 95 % se situe a Text^rieur de la cellule. 
Cette proteine a ete d^couverte grSce A un anticorps monoclonal, 
denomm6 7E1 1-C5.3, prodult par Horoszewicz et al. (Anticancer Research, 
1987, 7: 927-936) centre une preparation membranaire provenant de ia 
Irgnee prostatique cancereuse LNCaP, L'ADN compl6mentaire du PSMA a 
ete clon^ par Israeli et al. (Cancer Research, 1993, 53: 227-230) ce qui a 
permis d'en d6duire sa structure primaire en acides amines. Le PSMA est 
constitue de 750 acides amines dont tes 1 9 N-terminaux sont 
intracellulaires, les 24 suivants transmembranaires et les 707 restants 
extraceliulaires. L'interSt potentiel de ce nouveau marqueur prostatique est 
qu'il apparatt surexprim^ dans le cancer prostatique et plus 
particuiiSrement dans les carcinomas peu differencids et mStastatiques 
ainsi que dans les cellules cancSreuses prostaiiques apres une 
th6rapeutlque androg§no-suppressive (Wright et aL, Urological Oncology, 
1995, 1: 18-28). L'existence d'un anticorps monoclonal anti-PSMA humain 
reconnaissant le PSMA humain et reconnaissant 6galement le PSMA canin 
permet ridentification et le suivi de I'evolution des cellules cancereuses ce 
qui constitue un gage de qualite du modele animal selon Tinvention. En 
effet, plus fe modele animal rassemblera d'elements biologiques 
specifiques de ia prostate communs avec I'homme, plus i'extrapolation des 
resultats obtenus sera fiable. 

La presente invention porte egalement sur un anticorps monoclonal 
anti-PSMA humain, appel^ PSM-P12 et d6pos6 d la CNCM ie 6 aoOt 1999 
sous le numero i-2280. Get anticorps a et§ produit centre un peptide 
conrespondant aux acides amines 44 d 62 (cys - iys - ser- asn - glu - ala 
- thr - pro - Iys - his - asn - met - Iys - ala - phe - leu) et localise dans la 
partie N-terminale de la structure extracelluiaire du PSMA. II a §t6 
s^iectionn^ pour sa capacrte a marquer les cellules epithSiiaies 
prostatiques humaines normales par immuno-histochimie. Get anticorps 
reconnalt speciUquement les cellules cancereuses prostatiques canines du 
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modeie animal. (I recxinnaTt Sgaiement les cellules de la lignee prostatique 
humalne LNCaP d^crite par Horoszewlcz et coll. (Cancer Research, 1983, 
43: 1809-1818). En revanche, cet anticorps ne reconnait pas les cellules 
des lignees humaines n'exprimant pas le PSMA comme la lignee DU-145 
5 decrite par Stone et coll. (International Journal of Cancer, 1978, 21: 274- 
281). En revanche, une lignee cellulaire telle la lignee PC-3 decrite par 
Kaighn et coll. (Investigations In Urology, 1979, 17: 16-23) exprime un 
antigene nftembranaire PSM ayant une homologie partieile avec le PSMA 
de la lignSe LNCaP, est reconnue partiellement par les anticorps anti- 
10 PSMA produits centre la m§me partie N-terminaie de PSMA de la partie 
extracellutaire de I'antigene. 

Tout anticoips monoclonal ayant les m§mes caract§ristiques de 
reconnaissance epitopiques du PSMA doit etre consid^r§ comme un 
Equivalent fonctionnel de celui-ci. 
15 b) Les lignees cellulaires etablies selon i'invention et les tumeurs 

prostatiques issues du greffage de la lignee dans une prostate canine ont 
egalement comme caracteristiques communes d'§tre reconnues par des 
anticorps de la cytokeratine 19 et de la vimentine. A titre d'exemple, 
Tanticorps monoclonal anticytokeratine 19 est produit par un hybridome 
20 A53-B/A2 et vendu par la societe Sigma (Saint Louis, Missouri). Uantlcorps 
anti-vimentine utiiisS peut etre un anticorps monoclonal de souris tel que 
celui rSfdrencE NCL-VIM-V9 est commercialism par Novocastra 
Laboratories Ltd, Newcastle, upon Tyne, UK. 

De fagon pr6f^ree, les lignees et la tumeur obtenues chez Tanimal 
25 ont egalenient comme caract^ristique de contenir des antigenes reconnus 
par des anticorps dingus centre Tantigene Ki67 humain et/ou contre 
TantigSne PSA humain. L'antigene Ki67 est un marqueur de prolif^ratton 
cellulaire que Ton retrouve pr6ferentiellement sur les cellules transformees. 
A titre d'exemple, Tanticorps antiPSA peut etre Tanticorps polyclonal A0562 
30 commercialise par Dako (Glostrup, Danemark). 
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c) Les cellules et ia tumeur prostatique obtenues par greffage des 
cellules ne sont pas reconnues par des anticorps monoclonaux diriges 
centre la cytok6ratine 18 (Dako) ni centre des recepteurs androgeniques 
des cellules epitheliales prostatlques humaines. 
5 Une lignee cellulaire etablie selon ('invention est la lignee DPC-1 

deposee a la CNCM ie 6 aout 1999 sous le numero 1-2279 Cette lignee a 
un temps de doublement de 27 heures, qui n'est pas modifle par la 
presence de di-hydrotestosterone ^ differentes concentrations. Elles ne 
forment pas de colonies en agar. Son caryotype est de 67 a 70 

]0 chromosomes au lieu des 78 chromosomes normaux dans ies lign^es 
celiutaires canines. Sa tumoregenicit^ est de 100 % chez la souris nude en 
3 §1 5 semaines. L'ensemble des caractSrisations immunoscintigraphiques 
et histo-chimiques de la lignee est decrit dans i'exemple 1 ci-dessous.. 

La presente invention porte ^galement sur un animal mammi^re 

15 non humain porteur d'une tumeur prostatique susceptible d'dtre obtenue 
apres greffage dans la prostate dudit animal de 10^ a 10^ cellules d'une 
lignee cellulaire etablie aprds mise en culture d*une tumeur prostatique, de 
preference issue de la meme espece animate, dissociee mecaniquement 
puis trypsinee apres plusieurs passages dans un milieu nutritif. Uespdce 

20 en question pref^ree est ie chien. La tumeur prostatique provoquee chez 
cet animal seion Tinvention presente les memes caracteristiques que cedes 
de la iignee cellulaire selon Tinvention. Ces caracteristiques sont 
communes a une tumeur prostatique de chien et a une tumeur prostatique 
humaine. Uanimal selon {'invention, et de preference le chien, constitue 

25 done un excellent module de iaboratoire reproduisant les caracteristiques 
de ia tumeur prostatique humaine et done en fait un outil de chobc dans les 
experimentations pre-clinlques de substances susceptibles de soigner ie 
cancer prostatique chez l*homme et chez le chien. 

C'est egalement Tun des objets de la presente invention de foumir 

30 une methode pour identifier une substance susceptible de traiter une 
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tumeur de la prostate, ladite m^thode cnciuant radministration a des doses 
effectives de ladite substance ^ un animal, et la detection et la mesure par 
comparaison avec une substance non suspecte d'avoir un effet 
therapeutique d'une incidence sur une reduction de ladite tumeur. 
5 L'animal en question dans cette methode est un animal porteur 

d'une tumeur prostatique, elle-m§me d^veloppee par greffage de cellules 
d'une Hgn^e prealabiement etablie, ladrte lignee provenant de la mise en 
culture d'une tumeur prostatique prdaiablement developpee dans un 
anima! de pr§f§rence de la mSme esp^ce que I'animal auquel les cellules 

10 sont greffees. De fagon pr^feree, Tanimai en question est le chien compte 
tenu des similitudes des caracteres ph^notypiques et histologiques des 
tumeurs prostatiques chez ie chien et chez I'homme. 

Par dose effective, on entend, comme dans toute methode de 
screening, radministration d'une dose susceptible d'avoir un effet preventif 

15 ou curatif sur le developpement d'un cancer de la prostate. 

Par substance, on entend toute substance d'interet therapeutique 
^ potentiel qu'tl s'agisse par exemple d'une substance organique basee sur 
diff^rents squelettes chimiques de base ou de macromolecules bioiogiques 
ayant un effet de repression ou dinhibttion de Texpression de genes 

20 specifiques du cancer de la prostate ; cela peut §tre enftn un vecteur ou 
d'une particule viraie porteur d'une sequence d'int6r&t appropriee pour la 
therapie gdnique de ce type de cancer. 

Par « g^ne sp6cifique de la prostate on entend ici un gene dont 
rexpression est limit^e aux cellules de la prostate et plus particulierement a 

25 ses cellules ^pith^liales, et dont {'expression est generalement inddtectabie 
dans des cellules normales ddrivees d'autres tissus que ceux de la 
prostate. De maniere generate, et au fur et a mesure que la connaissance 
de Tetiologie du developpement du cancer de la prostate permettra de faire 
rhypothese que tel ou tel candidat pourrait permettre de faire regresser une 

30 tumeur ou transformer une cellule tumorale en cellule normale. La methode 
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seion ('invention qui met en oeuvre un mod&le animal representatif de ce 
qui pourrait se passer ciiez I'homme pourra done etre utllisee dans des 
essais pre-cliniques. 

L'incidence de I'effet d'une substance sur la tumeur peut etre 
5 mesuree par tous les moyens connus a la disposition de Thomme du 
metier. It peut s*agir par exemple de rimmunoscintigraphie ou d'examens 
histologiques d'une biopsie de ta tumeur. L'immunoscintigraphie presente 
I'avantage de permettre rutiiisation d'une panopile d'anticorps monocionaux 
speoffiques de tel ou tel antig^ne, lui-meme caracterisant r§tat de la ceituie 
10 epitheiiale prostatique. 

En particuiier, ia detection et la mesure de rincidence eventueile 
d'une substance peuvent §tre r^alisees par utilisation d'un antfcorps 
monoclonal anti PSMA humain notamment Tanticorps PSM-P12 ddpos6 & 
la CNCM le 6 aoQt 1999 sous le numero 1-2280. 

15 La m^thode d'identification d'une substance d'int^rSt th^rapeutique 

selon invention c'est a dire susceptible de traiter une tumeur de la prostate 
est egalement applicable a un principe actif tel que decrit ci-dessus 
(substance chimique, vecteur ou virus pour la therapie genique, etc.) 
couple a un ligand d'un recepteur specifique des cellules tumorales de la 

20 prostate. Ce ligand peut avoir I'avantage de cibler la substance d'intdrSt 
therapeutique potential vers sa cibie, en epargnant les cellules qui ne 
portent pas le recepteur dudit ligand. Par couplage, on entend tout type de 
couplage qu'il soit covalent ou ^lectrostatique. La liaison covalente, le cas 
ech6ant hydroiysable, sera pr^fSr^e. 

25 Un candidat intdressant comma ligand est un anticorps monoclonal 

specifique d'un antig^ne de surface de la cellule prostatique. Compte-tenu 
des propriSt^s et des specificites des anticorps anti-PSMA d^crites plus 
haut, I'anticorps PSM-P12 est approprie a la specificity recherchSe. II a en 
outre ete observe que cet anticorps avait la capacite d'intemaliser dans la 

30 cellule une substance qui lui est couplee. 
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L'Invention porte egalement sur le produit de couplage entre une 
substance susceptible de detruire ou de guerir les cellules ^plth^ilaies 
transformees constitutives du cancer de la prostate ou de metastases de 
celui-ci, et un iigand specifique desdites cellules. 
5 Elle ports plus partlculterement sur le produit de couplage entre 

I'anticorps PSM-P12 et une substance d'interet therapeutique pour le 
cancer de la prostate. 

L'invention porte egalement sur un precede d'obtentlon d'un 
nf}6dicament pour la prophylaxie ou le traitement des tumeurs de la 

10 prostate ou de cellules transfonnees metastatiques de celul-ci, caracterise 
g ce que Ton mette en ceuvre en tant que constituant essentlel dudit 
medicament le produit de couplage entre Tanticorps PSM-P12 et une 
substance d'int^rSt therapeutique. Comme substance d'lnter§t 
therapeutique, on peut comprendre tant les substances chimiques, les 

15 isotopes radioactifs que des substances obtenues par les techniques de 
recomblnaison g^netique. Dans le cadre de la therapie du cancer de la 
prostate, les hormones de type GNRH ou leurs analogues sont 
appropriees. L'homme du metier peut egalement envisager te couplage du 
complexe constitue d'un produit de therapie genique et de son vecteur. II 

20 peut s'agir alors d*un piasmide porteur de la substance que Ton souhaite 
exprimer dans les cellules prostatiques malades, ou de virus defectifs 
utilises dans ce type de therapie. Pour une revue des differents moyens 
utilises a cet egard, on peut se reporter^ "Gene delivery Systems" OECD 
documents, 1996, 2 rue Andre-Pascal, 75775 Paris Cedex 16, France. De 

25 fait, ranticorps PSM-P12 s'av6re §tre un excellent outii de ciblage de 
medicaments. 

L'homme du metier comprendra de fa9on evidente que tout type 
d*anticorps monoclonal, ou plus iargement de Iigand d'un antigene 
specifique des cellules epitheiiales de la prostate, et ayant comme 
30 caracteristique dinternaliser des molecules qui lui sont attachees apres 
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liaison avec le recepteur specifique dudit ligand a la surface de la cellule, 
est un Equivalent fonctionnel de I'anticorps monoclonal PSM-P12 dans ce 
type d'appiication. 

Dans la mdthode d'identification d'une substance d'inter§t 
th^rapeutique, ou dans le proced6 de fabricatfon d'un m^dlcanrient, on peut 
envlsager d'incorporer au produit de couplage un deuxidme anticorps de 
type anti-idiotype. Dans le cas present, on entend par anticorps anti- 
idiotype tout anticorps, de preference monodonal, qui a une afFinitE 
specifique pour le site confomiationnel constitue par ta liaison entre le 
premier anticorps, notamment PSM-P12 et son ligand. L'incorporation d'un 
tei anticorps presente un double avantage : le premier est que sa presence 
peut empdcher I'intemalisation dans la cellule du produit de couplage entre 
ie premier anticorps et les substances d'intenSt th6rapeutique, prevenant 
ainsi la destruction ou la m6tabolisatlon de ladite substance quand celie-d 
agit comme m^diateur par effet de membrane. Le deuxidme avantage 
s'applique plus particulierement quand on met en ceuvre une methode 
d'identification d'une substance therapeutique, dans ia mesure ou toute 
fixation non"specrfique "du premier anticorps ~^peut §tre alors elimin6e, 
puisque le premier anticorps n'est reconnu par le deuwdme anticorps que 
lorsqu'il est fixe par affinity a I'antigdne membranaire des cellules 
prostatiques. 

Dans le proc6d6 d'identification des substances d'int§r§t 
therapeutique, les anticorps peuvent dtre marques par tout moyen connu 
de I'homme du metier au moment de sa mise en ceuvre. 11 peut s'agir 
d'isotopes radioactife, tels le technitium 99 couprf^ par la mdthode de 
Bolton-Hunder (ref), fluorochnames. d'enzymes, de giut6rald6hyde. de 
periodate, les m6thodes FITC ou TRITC, toutes oes techniques bien 
connues 6tant decrites dans Hai\ow E et ai. "Antibodies: A laboratory 
Manual", Cold Spring Harbor, NY, 346-355 (1988) ; Voller et al, Bull. Worid 
Health Organ, 53, 55 (1976) ; Avrameas et al. Scand. J. Immunol., 8, 
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Suppl. 7, 7 (1978) ; Wilson et al "Immunofulorescence and Related 
Staining Techniques." Elsevier/North Holland Biomedical Press, 
Amsterdam, 215 (1978) ; Hijmans et al, Clin. Exp. Immunol.. 4, 457 (1969) 
et Goding et al, J. Immunol. Meth.. 13. 215 (1976). 
5 Autrement dit, la specificite des anticorps reconnalssant tout ou 

partie des acides amines 44 a 62 du PSMA, font de ces derniers un outil 
de choix dans leur utilisation : 

- Solt directement pour Identifier les cellules epitheiiales 
porteuses de cet antigene, 
10 - Soit couples d une substance d'lnteret therapeutique, d'une part 

pour selectionner cette demiSre. d'autre par pour trailer les 
cellules, en tirant parti de ses capacKes d'Intemalisation et de 
sa spSdfidte. 

Dans le premier cas. rutifisation d'un anticorps anti-idlotype tel que defini 

15 ci-dessus peut permettre d'augmenter fa specificite du praduit de coupiage 
et d'en empecher son intemalisation dans les cellules. 

Plus generalement, la presente invention foumit un modele animal 
fiable du cancer de la prostate, un proc6de de screening de medicaments 
susceptibles de traiter des tumeurs de ia prostate. Elie foumit ^galement 

20 une lignee celluiaire etablie issue d'une tumeur prostatique de chien, et 
susceptible d*Stre greff^e dans la prostate d'un animal sain conduisant a la 
formation d'une tumeur stable. La presente invention foumit egalement un 
anticoips monodonal specifique de Tantig^ne PSMA et qui pr§sente les 
caracteristiques, d'une part, d'Stre specifique des cellules ^pitfiSllales 

25 prostatiques et, d'autre part, d'avoir la capacity d'intemallser une substance 
a laquelie 11 serait attache, permettant ainsi de cibler de fapon specifique 
une substance d'Intergt therapeutique dans les cellules de la prostate. Pour 
la premiere fois, les inventeurs foumissent done un systeme global 
permettant a ia fois de realiser une experimentation pr§-clinique pour 

30 valider la dose et refficacite d'un principe actif d'un futur medicament, et de 



wo 01/13714 



14 



PCT/FR00/a2362 



selectionner des nouveaux medicaments qui pouiralent etre utiles dans 
Tarsenal therapeutique pour lutter centre le cancer de la prostate. 
Partie experimentale 

Les modes de realisation decrits dans la partie experimentale c(- 
5 apres explicitee par les figures 1 a 5, illustrent, sans le limiter, le proc^de et 
les produits seion rinvention. 

Les figures ont la signification sutvante : 

Figure 1 : ia figure 1 repr^sente un marquage positff en 
immunofluorescence de la llgnee DPC-1 : 

10 -avec un anticorps monodonal de souris anti- 

cytok^ratine 19 humain d 10 [sg/ml (figure la), retev6 par un anticorps 
polydonal de lapin anti-souris marqu6 S ia fluorescdine ; 

- avec un anticorps polyclonal de lapin anti-PSA humain a 10 |jg/mf 
(figure 1b), releve par un anticorps polyclonal de souris anti-lapin marque d 

15 la fluoresceine. 

Figure 2 : comparaison de ia reactivite de ia lignee humaine 
LNCaP et de la lignee DPC-1 quant ^ leur reactivite vis-a-vis de Tanticorps 
anti-PSMA PI 2 liumain. La figure 2a represente le marquage positif en 
immunofluorescence de la lignee DPC-1 avec Tanticorps monoclonal de 

20 souris anti-PSMA P12 humain k 10 (jg/ml, reiev§ par un anticorps 
polyclonal de lapin anti-souris marquS S la fluoresc^ine. La figure 2b est un 
marquage dans des conditions exp^rimentales identiques de ia lignte 
humaine LNCaP avec i'anticorps monoclonal de souris anti PSMA PI 2 
humain. 

25 La figure 3 repr§sente les images tomodensitom^triques de la 

tumeur apres Injection de cellule de ia lignee DPC-1 dans la prostate 
canine. Les figures 3a et 3b representent respectivement Timage 
tomodensitometrique en coupe transversaie du module canin orthopedique 
DPC-1 respectivement a J - 0 et J - 14. Le lobe gauche montre au site 

30 d'injection une zone hypodense triangutaire a base exteme avec 
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trois bulies d'air (3a} et un aspect retractile avec una couronne tissulaire 
hypodense (figure 3b). La figure 3c est une image tomodensitometrique 
(scanner avec injection de produits de contraste) en coupe transversaie du 
modele orthotopique DPC-1 d dix semaines. Une importante couronne 
5 tissulaire hypodense entoure les trois quarts de la prostate. La figure 3d est 
egalement une image tomodensitometrique prise dans les memes 
conditions, en coupe transversaie au niveau Hiaque du modeie canin 
orthotopique DPC-1 a dix semaines. Une volumineuse masse 
ganglionnaire metastatique heterogene adherente au plan osseux vertebral 
10 est visible au niveau iiiaque gauche. 

Figure 4 : cette figure repr6sente deux images 6chographiques de 
la prostate endorectale du module canin orthotopique DPC-1 d deux mois. 
Dans la figure 4a, on peut observer que le lobe gauche montre une zone 
hypodense p^ripherique ainsi qu'une image hyperdense centrale. Dans la 
15 figure 4b, le trait hyperdense (blanc) indique Taiguille de biopsie penetrant 
au niveau de la zone hypodense peripherique suspecte. 

Figure 5 : dans cette figure sont rassemblees les images 
histologiques d'une biopsie prostatique endorectale (lobe gauche) du 
modele canin orthotopique DPC-1 a deuxmois. La figure 5a est un 
20 grossissement multipli^ par 4 ; on peut obsen^er que ia carotte est envahie 
en presque totalite par une proliferation tumorale carcinomateuse. Sur ia 
figure 5b, on observe la presence d'une proliferation tumorale 
carcinomateuse tres indifferenci^e disposee en Ap ; les nuciSoles sont bien 
visibles. 11 s'agrt d'un grossissement multipli§ par 25. La figure 5c 
25 (grossissement multipllS par 25) indique ia presence d'une protifSration 
tumorale carcinomateuse tres indiff^renci^e disposee en Ap ; on voit en 
haut de llmage la presence de stroma prostatique (fibres musculatres). La 
figure 5d est une image a grossissement multiplie par 10 de la biopsie dans 
ies memes conditions que ceiles de ia figure 5b. 
30 La figure 6 represente une image en immunoscintigraphie obtenue 
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avec un antlcorps anti-PSM-P12 marqu6 a I'lode^^M ; I'antlcorps marqu6 
est injecte ^ un chien 12 semaines apres une injection orthotopique de la 
iignee DPC-1. A titre de t^nrain, le m§me chien a subi une scintiiiographie 
osseuse avec du technetium. De gauche S drolte son represent6es : 
5 - une vue ventrale de la scintiiiographie osseuse, 

- une vue dorsaie de la scintiiiographie osseuse, 

- une vue ventrale en rimmunoscintlgraphie. 

La figure 7represente le marquage en immunofluorescence de 
prostate cancereuse et normale humaine en coupe congelte, avec 
10 I'anticorps monoclonal antl-PSMA-P12 humaln. L'antlc»ips monoclonal de 
souris anti-humain est dos6 d 10 ^g/mi, est rev^i^ par un antlcorps 
polyclonal de lapin anti-sourls marqu6 d la fiuoresc§ine pour la tumeur 
prostatique (figure 7a) et a la peroxidase pour la prostate normale (figure 
7b). 

15 

Exemple 1 : Etablissement de la Iignee DPC-1 

Une b iopsie de tumeur^ prostatique spontanee d'au moins 5 g non 

metastatique est excises dans un chien de race Doberman Pincher de 
onze ans puis dechiquet6e en petits morceaux d'environ 3 mm^ et mise en 

20 culture dans des flacons de 25cm^ en milieu RPMi avec 5 % de serum de 
veau foetal. 

Apres douze passages, les cellules qui ont une crolssance en 
monocouche sont trypsinees et r^cuper^es. 
Analvse par immune histochimie : 
25 Le proc^d^ experimental de I'analyse immuno histochimlque est 

decrit dans O. Cussenot et al (1994), Experimental Cell Research, 214 : 83- 
92. 

Brievement, les cellules sont fixees avec un melange 
methanol/acetone (2/1) pendant 15mjn. Apres trois lavages en PBS, en 
30 presence de 0,1 % de BSA, Timmunofluorescence a ete realis^e par 



wo 01/13714 



17 



PCTyFROO/02362 



incubation a temperature ambiante pendant 1 heure avec la dilution 
appropri^e des antlcorps monoclonaux ou poiycionaux. Les cellules sent 
ensuite Incub^es avec le second anticorps marqu^ a la fluoresceine. Pour 
chaque essai\ un contrdle negatif a et^ rdaiise en utilisant des anticoq^s 
5 monoclonaux ou poiycionaux n'ayant aucune chance d'avoir une affinite 
pour les antlgenes cellulaires mais de la meme sous-classe d'immuno- 
globulme. 
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Anticorps utilises : 



Les anticorps utiiis(§s sont pr^sentes dans le tableau 1 cklessous. 



Parametres 


Type Ac 


Kesuitats 


Cytokeratine o 


fiA 

Wl 


Neg 


Cytpkeratine 14 


M 


POS 


Cytokeratine lo 


KM 
M 


Neg 


Cytokeratine 19 


M 


POS 


Vimentine 


KA 

M 


Pes 


Ki 67 


M 


Pos 


PSA 


P 


^^^^ 

Pos 


PAP 


M 


Neg 


CGA 


P 


Neg 


NSE 


M 


Neg 


Recepteur Androgynes 


M 


Neg 


Recepteur EGF 


M 


Neg 


Recepteur FGF 


M 


Neg 


PSMA~(fSM-P12) 


M 


Pos 



Dans la colonne centrale, la lettre "M"* indique qu'il s*agit d'un 
5 anticoips monoclonal et ia lettre d'un anticorps polyclonal. Dans la 
troisieme colonne, le temie "Pos** indique Texistence d'une reaction positive 
entre Tanticorps nK>nocional ou polyclonal sur la lignte etablie canine. 
Resultats en immunofluorescence : 

Les photographies de la figure 1 sont une illustration du caract6re 
10 non ambigu de !a reactivity de la iign6e DPC-1 avec Tanticorps monoclonal 
anti-cytok§ratine 19 (la) ou le polyclonal anti-PSA humain (lb). 

La figure 2 indique clairement que le nouvel anticorps monoclonal 
anti PSMA-P12 humain reconnaTt aussi bien la lignee canine DPC-1 que la 
Itgnee humaine LNCaP (figures 2a et 2bj respectivement). Les experiences 



wo 01/13714 



19 



PCT/FROO/02362 



indiquees dans i'exemple 5 ci-apres et iilustrees par ia figure 6 montrent 
que, par ta mgme technoiogie, cet anticorps reagK de la mSme maniere 
avec un cancer de prostate humaln. 

Caracteristiques de croissance : 
5 Le temps de de doublement de la population est mesure dans des 

plaques a 24 puits ensemences initialement a la densite de 5x10^ cellules 
par puits. Le nombre de cellules dans 12 puits separes est determine 3 
jours successivement en comptant ies noyaux aprSs une lyse cellulaire. 
Brievement, Ies cellules sont trait^es successivement avec un tampon 
10 hypotonique (lOmM Hepes, 1,5mM Mgll2), une solution de lyse (3ml d'acide 
acetique galdal et 5g MgCL^ de diethylhexadecyl dimethyibromure 
d'ammonlum pour 100ml d'eau distiilee) est fixde avec 12,5% de 
formalaidehyde dans du tampon PBS. Le comptage des noyaux aprds lyse 
cellulaire apparaft etre le moyen le plus fiable pour determiner le nombre 
de cellules, dans ia mesure oCi Ies cellules de la lignee DPC-1 resistent le 
plus souvent au traitement trypcine-EDTA. 

Le temps de doublement de la lignee est de 27 heures et n'est pas 
modifiee par ia presence de di-hydrotestostenone k differentes 
concentrations. 

Cvtogenetique : 

Le caryotype, evaiue par ies metliodes ciassiques (voir references) 
indique une hypoploidie, d savoir que Ies cellules de ia lignee DPC-1 
contiennent 67 a 70 chromosomes (au iieu de 78). 

L'ensembie de resultats ci-dessus indique que la lignee DPC-1 
presente toutes Ies caracteristiques essentielles des cellules de tumeur 
prostatique humaine, a savoir un caryotype d'au moins 60 chromosomes et 
un taux de croissance non modifie par Paddition de di-hydrotestot6rone» 
une reconnaissance positive par Ies anticorps nnonodonaux PSMA-P12 
anti-cytokeratine 19, anti-PSA. 
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Exemple 2 : etabllssement d'une tumeur prostatlque stable 
2 X 10^ cellules de la lignee DPC-1 sont injectees dans une 
prostate de chien sain, dans le lobule gauche, comme ceia apparaTt dans 
la figure 3a, sous controle d*un tomodensitometre scanner. Les cellules 
5 sont en suspension dans 1 ml de RPMI sans seaim, et le chien utilise est 
un chien golden retriever de 9 ans immunodeprime depuis une semalne 
(J - 7) avec 3 mg/kg et par jour de cyclosporine administree par voie orale. 

L'aspect et la formation de la tumeur sont suivis par Image 
tomodensitom6trique. Apres deux semaines, le iobe gauche montre un 
10 aspect atteint (figure 3b). Apres douze semaines (photos 3c et 3d), et en 
biopsie (figure 4 et figure 5), apres deux mois, 11 y avait des metastases 
evidentes, et la cyclosporine ^tait arrStde. Le chien 6tait sacrifid apres 
quatre mois et une autopsie confirme les metastases lymphatiques et 
meme puimonaires. 

15 La figure 5 represente les coupes histologiques des tumeurs apn§s 

biopsie qui confirment Texistence d'une tumeur etablle dans le iobe gauche 
de ta pr ostate. 

Les resultats obtenus en immunofluorescence S partir de biopsie 
de ce cancer canin etabli indiquent les memes reactivites avec les 
20 anticorps monoclonaux present^s dans le tableau 1 ci-dessus que les 
reactivites obtenues avec la lignee DPC-1, et qui presentent les 
caracteristiques d*un cancer prostatlque humarn. 

Example 3 : tumorig^niclt^ de la lignee DPC-1 
25 Outre le greffage de la lignee dans une prostate canine et les 

resultats d^crits dans I'exemple 2 ci-dessus, les cellules ont 6te injectdes 
dans le coussinet des pattes d*une souris nude. La formation d*une tumeur 
dans les ganglions lymphatiques est observee dans 100 % des cas apres 
trois a six semaines suivant i'injection. 



30 
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Exemple 4 : specificlte de Fanticorps monoclonal PSMA - P12 
Nous rappeions que cet anticorps monoclonal a ete produit contre 
un peptide de 20 acides amines localises dans la staicture extra celluiaire 
du PSMA. II a 6t6 s^lectionne pour ses capacit^s d marquer ies cellules 
5 epitheliales prostatiques humaines normales par immuno histochimie. Les 
figures 2a et 2b indiquent respectivement la specificlte de Tanti PSMA P12, 
tant sur la lignee canme DPC-1 que la Hgnee humaine LNCaP, ce qui en 
tant que tel est un argument important en faveur de la validite de cette 
lignee comme modeie de lignee prostatique tumoraie de souris. La figure 6 

10 montre que cet anticorps est sp^cifique tant sur les cancers de prostate 
humain que sur les cancers de prostate canin, ce qui indique egalement 
que le module animal porteur de la tumeur ^tablie apres greffage des 
cellules de la HgnSe DPC-1 est un moddle dont la tumeur reflete fidelement 
ies caract^ristiques d'une tumeur humaine. II a en effet et§ observe que cet 

15 anticorps prSsente la m§me sp^cificite pour la prostate canine (figure 6) 
que pour la prostate humaine (figure 7). 

Uensemble des experiences decrites ci-dessus indique que 
rinvention foumit a Thomme du metier un moyen direct de realisation d'un 
modeie animal de tumeur prostatique utilisable notamment dans la 

20 recherche pre clinique. Ces experiences demontrent egalement que ie 
nouvel anticorps monoclonal selectionne est un outii de choix dans le 
diagnostic et le suivi therapeutique du cancer de la prostate. 
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U6NEE CELLULAIRE PROSTATIQUE ET SON UTlLISATtON POUR 
L'OBTSNTION D'UNE TUMEUR PROSTATIQUE ETABUEpHEZ UN ANtMAL 

La presente invention porte sur une nouvelle 
etabiie de cellules epith^iiales cancereuses prostatiques 
animal auquel ont ete greffees des cellules de cette 



(ignSe celiutaire 
de chien, sur un 
Kgnee celiulaire 



generant une tumeur prostatique stabile et ^ des procedes d'identification 
de substances th^rapeutiques pour la prevention ou e traitement du 
cancer de la prostate. 

Le cancer de la prostate chez I'homme est une pathoiogie en 
crofssanoe rapide. et constitue aujourd'hui au moins 85.000 nouveaux cas 
par an en Europe. Les traitements actuels des cancers focatement avancSs 
et mdtastatiques sont constitues par la castration chrrurgicale ou medicale 
associe ou non ^ prescription d'antiandrogenes ; neanmoins. il s'agrt d'un 
traitement palliatrf car il devient inefficace dans un deiac moyen de 12 a 
36 mois, constituent la phase d'^chappement au traitemerl hormonal de la 
maladfe. A cette phase de rSchappement au traitement honnonal. ies 
autres th^rapeutiques reconnues, chimiotherapie, irradiation 
metaboltque..., am^iiorent la qualite de vie des patients mais ne modifient 
pas revolution fataie de la maladle. 

Diff6rentes techniques ont 6t6 d6ve)opp6es pour suivre TefTet 
therapeutique eventuel d'un traitement, tel que decrit 
tumeurs prostatiques. Ce sutvi constste essentiellement ^ 
d'antigdnes spectfiques des cellules eprth^Kaies de la prostate dans le 
sang. Lorsque le taux de ces antigenes augmente, ceia peut §tre ie reflet 
d'une augmentation anomiale du nombre de cellu< 
prostatiques, signe d'une progression tumorale. Parmi ces antigfenes. le 
PSA (pour prostate-specific antigen) est Tantig^ne marqueur le plus utilise. 
II est un membre de la famslle des katlikreines. 

De nombreuses publications sont relatives a (des marqueurs 
30 diagnostic ou pronostic de la presence d'une tum^iur prostatique. 
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mesurer une efRcacite therapeutique d'une molecuie candidate au statut de 
Principe actif de nouveaux m^icaments et ce dans le cadre d'une 
experimentation preciinrque* 

La prostate canine est consideree comme etant un bon mod^e 
pour les etudes de prostate humaine dans ia mesure oCi ies glandes 
canines et humaines sont morphologiquement simiiaires et prSsentent une 
predisposition k la transfopnation maligne ou bdnigne. C*est une des 
prostates non humaines qui ddveioppe des carcinomes spontan^s et la 
seule qui presente une Evolution identique k celle de t'homme. Le cancer 
de la prostate chez les chiens est ciinrquement agrsssif, avec des 
m6tastases fr6quentes sur les ganglions lymphatiques regronaux. Pes et les 
poumons. En outre, des foyers de neoplasie intra-^pitheliale prostatique 
elevee (PIN), bien qu'etant une etape interm6diatre dans la progression de 
repithelium normal vers le carcinome, ont ete trouves dans la majority des 
prostates cancereuses canines (J.W, AquMina et al (1998) The Prostate 3g: 
189-193). Des PINs high grade chez le chien sont morphologiquement et 
histologiquement semblables au PIN humain avec une rupture de la 
couche de cellule basaie, une SIdvation de I'lndex pro iferatif et de ia 
density micro vasculaire. 

Le carcinome prostatique est la piupart du temps diagnostiqu4 
chez des chiens de compagnie Sges et si I'age du chien est convert k rdge 
physioiogique de rhomme. rdge moyen d'un diagnostic prcstatique chez ie 
chien est trds pn^che, k savoir 70 ans et 67 ans respeti ivement pour ie 
chien et pour fhomme. 

Ces considerations etant faltes, ii s*averait necessstre de cbnstituer 
un meddle animal sur lequeMes resultats en termes de dosss et d'efficadid 
pourraient sans trop de difficult^s etre transposabtes a rhomme. 

La presente invention porte sur un proc6d§ de 
animal mammifi^re non humain A porteur d*une tumeur prostatique 
provoqu6e apres greffage dans ia prostate dudit animal de 10^ k 10^ 
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etafolies en lign^es, et ranimal receveur soient de la m^me espeoe ; de 
prgfSrence, cette espece est ie chien de fogon a conspuer un modele 
animal utiltsabie dans das essais pr^liniques. Par utilisable, on entend fa 
fiabiiit6 de la transposifion potentieHe chez I'homine. 
5 La tignee ceilulatre est ^blfe par prei^vemeiit d'une tumeur 

prostatique stabile chez un chien, dissociation m^amquci de la bimeur et 
mise en culture dans des flacons contenant un milieu nutrittf approprie. 
Aprds propagation dans ce !mirieu de culture, ie$ cellules sont trait^es par 
la trypsrne / EDTA ; Apr6s uh certain nombre de passages tes cellules sont 
10 ensuite progressivement adapt^es ^ la culture dans le m§me milieu nutritif. 

Dans invention, un^ attention toute particuiiere a eia portee sur ies 
caractSristiques de la lignee etablie en culture, ainsi que de la tumeur 
prostatique obtenue apres greffage des cellules de laj lignee dans la 
prostate nonmale du chien. 
15 Les caracteristiques essentielies d'une lignee etablie selon 

Tinvention et obtenue apr6s dissociation d*une tumeur prostatique de chien 
puis mise en culture sont d'une part, que le caryotype n*est pas inferleur d 
60 chromosomes, et. d'autre part, que le temps de doubjlement, compris 

entre — 20 — ^et_35Lheures n'est pas modifie par la presence de 

20 dihydrotestosterone quelle que sort la concentration de cette demidre. En 
outre, la lignee selon nnvention ne forme pas de colonies en agar , 

Les lign^es cellulaires selon ^invention et les tumeurs prostatiques 
obtenues apres greffage de 10^ d 10^ cellules de ladttJ lignee ont des 
caracteristiques cytologiques et histochimiques communes; et caractdrisani 
25 le cancer des cellules dpitheliales prostatiques. 

a) La premiere caracteristique importante est ia reconnaissance 
des cellules tumoiates par m anticorps monoclonal anti-pj>MA humain. Le 
PSMA ou antigene membranaire speciflque de la prostate est un nou^au 
marqueur exprime par les^ cellules epitheliales de la prostate nonnate, 
30 hyperplasique ou cancereuse- Le PSMA est une glycoprotelne 
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transmembranaire dont pres de 95 % se situe d fextirieur de la cellule. 
Cette prot§ine a §t6 decouverte grSce a un artticorps monoclonal, 
d6nomme 7E1 1-C5.3. produit par Horoszewicz et ai. (Antw ancer Research, 
1987. Z: 927-936) centre 6ne preparation membranaire 
«gn6e prostatique cancfereuse LNCaP. L'ADN comptemerlaire du PSMA a 
^ clon6 par Israeli et al. (Cancer Research, 1993, 52: 227-230) oe qui a 
permis d'en deduira sa structure primaire en acides amin^. Le PSMA est 
constitud de 750acidas'= amines dont les 19 N-lerminaux sont 
rntracellulaires, les 24suivants trarwmembranaires et es 707restants 
extracellulaires. L'intdrSt potentiel de ce nouveau nrtarquet r prostatique est 
qu'il apparalt surexprimS dans le cancer prostetique et plus 
particulierement dans les carcfnomes peu diffSrencies et mStastatiques 
ainsi que dans les cellules >canc6reuses prostatiques ap»s une th^aple 
androgeno-suppressive (Wright et al.. Urologicai Oncology, 1995, 1: 18- 
28). L'e)dstence d'un anticorps monodonal anti-'SMA humain 
reconnaissant le PSMA humain et reconnaissant egalemer l le PSMA canin 
permet ridentification et le siiivl de revolution des cellules cancereuses ce 
qui constitue un gage de quality du module animal selo i rinvention. En 
effet. plus le modele animal rassemblera d'elemeits biologiques 
specifiques de la prostate communs avec Thomme, plus Textrapolation des 
resultats obtenus sera fiabie. 

La pr6sente invention porte ^galement sur un antiorps monoclonal 
antl-PSMA humain. appel^ PSM-P12 et d6pos6 a la CNCM le 6 aoOt 1999 
sous le numero 1-2280. Cet anticoips a et^ produit contre un peptide 
correspondant aux acides amines 44 d 62 (tys ~ ser - ser -- asn — glu — ala 
- thr - asn - ile — thr - pro - lys - his - asn - met - lys - ala - phe - leu) et 
localise dans la partie N4erminat6 de la structure extracellulaire du PSMA, 
II a ^t6 sdlectionne pour sa capactte d marquer les cellules Sptth6liales 
prostatiques humarnes normales par immuno-histochimie. Cet anticorps 
reconnait specifiquement les cellules cancereuses prostatiques canines du 
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c) Les ceflules et 1^ tumeur prostatique obtenues par greffage des 
cellules ne sont pas reconnues par des anticorps monoclonaux diriges 
contre la cytokeratine 18 (Dako) ni contre des recepteurs androgeniques 
des cellules 6pitheliales prostatiques humaines. 

Une lign^ celiulaire etablie seion Tinvention est la lignee DPC-1 
d^pos^ A la CNCM le 6 aoOt 1999 sous le namero 1-2279 Cette lign^ a 
un temps de doublement de 27heui^s, qui n'est pas modifiS par la 
presence de di-hydrotestost^rone d diff^rentes concent ations. EHes ne 
forment pas de colonies en agar. Son caryotype est de 67 a 70 
chromosomes au lieu des 78 chromosomes normaux clans les lignees 
cellulaires canines. 5a tumoreg^nicit^ est de 100 % chez la souris nude en 
3 a 5 semaines. L'ensemble des caracterisations immuncjscintigraphiques 
et histo-chimiques de la iigr^e est d^crit dans Texemple 1 ci-dessous. 

La presente invention porte egalement sur un ar^imai mammifdre 
non humain porteur d'une tumeur prostatique susceptible d'etre obtenue 
apr&s greffage dans la prostate dudit animal de 10^ ^ 10^ cellules d*une 
lign^ celiulaire etablie apres mise en culture d'une tumeur prostatique, de 
prfeference issue de la m§rne espece animate, dissociee mecaniquement 
puis trypsin^ apr6$ piusieurs passages dans un milieu iiutritif. L'espdce 
en question pref§r6e est le chien. La tumeur prostatique provoqu6e chez 
cet animal seion I'invention presente les m6mes caracterisfiques que celies 
de ia lignSe celiulaire seion invention, Ces caracteristiques sont 
communes a une tumeur prostatkjua de chien et k une tutjneur prosteiSque 
humaine, Uanimal seion rinvention, et de pF§f6rence le 
done un exceiient meddle de laboratoire reproduisant les 
de la tumeur prostatique humalne et done en fait un outil de choix dans les 
experimentations pr^liniques de substances susceptible s de soigner le 
cancer prostatique chez rhpmme et chez le chien. 

C'est fegalement I'un des objets de ia presente invention de foumir 
une mdthode pour Wentifler une substance susceptible de traiter une 
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tumour de la prostate, ladit| m^hode inciuant radministration i des doses 
effectives de ladite substarjce a un animal, et la ddtecfion 
comparaison avec une -substance non suspecte c 
th^rapeutique dHjne incider|ce sur une nMuctton de ladite 

L'animal en question dans cette m§thode est un animal porteur 
d*une tumeur prostatique, elle-meme developp^e par greFtege de cellules 
d'une lignee prealabiement ^tabiie, ladite iign§e provenant de ia mise en 
culture d'une tumeur prostatique prealabiement deveioppee dans un 
animal de prSf^rence de la m^me espdce que Panimal aiiquel les cellules 
sent greftees. De fa^on pr^feree, ranimal en question est le chien compte 
tenu des similitudes des caract&res ph^notypiques et histologiques des 
tumeurs prostatiques chez le chien et chez rhomme. 

Par dose effective^ on entend, comme dans toute methode de 
screening, radministration d*une dose susceptible d'avoir un effet preventif 
ou curatff sur le developpement d'un cancer de ta prostate. 

Par substance, on entend toute substance d'int^rSt therapeutique 
potenttel qu'H s'agisse par exemple d'une substance orga lique bas^ sur 
differents squeiettes chimiques de base ou de macromoldcules biologiques 
ayant un effet de repression ou d*inhibition de I'expression de gdnes 
sp^cifiques de la prc^tet^ ; cela peut etre enfin un vecteur ou d'une 
particule virale porteur d'une sequence d'interet appropriSe 
genique de ce type de cancer. 

Par « g^ne sp^cifique de ta prostate on entend ici un gdne dont 
rexpression est Itmitee aux cellules de ia prostate et plus particuberement ^ 
ses cellules epittieKales, et dont rexpression est g6n6ralenient ind^tectable 
dans des celiutes normaies derivees d'autres tissus q|ue ceux de la 
prostate. De mani&re generate, et au fur et a mesure que ta connaissance 
de retiologie du d6veIoppement du cancer de la prostate pirmettra de faire 
I'hypoth&se que tel ou tel candidat pourrait permettre de faiip regresser une 
30 tumeur ou transformer une cellule tumorale en cellule normale. La m&thode 
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Les anticorps utiHses sont pr^sent^s dans le tableau 1 CKlessous. 
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Recepteur EGF 
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Recepteur FGF 
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Neg 




PSMA (PSM-P12) 


M 


Pos 





Dans ia colonne centrale, la lettre "M** indique 
anticorps monoclonal et ia iettre'^P" d'un anticorps polyclonal 
trorsieme colonne, le tenne^^Pos'' indique Texisfence d'une 

5' 

entre ranticorps monoclonal ou polydonal sur la lignSe 



\ 6tabiie 



Rfeultats en immunofluorescence 

Les photographies de la figure 1 sont une illustra^on du caractere 
non ambQU de ia r6acti\rite de ia lign6e DPC-1 avec ranticorps monoclonal 



quil s'agit d'un 
Dans ia 
reaction positive 
canine. 



anti^olierafine 19 (la) ou le polyclonal anti-PSA humain f 1b). 

La f^ure 2 indique clairement que le nouvel antfcprps monoclonal 
antf PSIWA-P12 humain recpnnan aussi bien la lignee canine DPC-1 que ia 
lign§e bumaine LNCaP (figures 2a et 2bj respectivement). Les experiences 
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Exemple 4 : specificity de Tanttcorps monocbnal PSMA - P12 
Nous rappeions qij^ cet anticorps monoclonal ait& produrt contre 
un peptide de 20 acides amines localises dans la stmcture exba cellufaire 
du PSMA. II a s^lectidnne pouir ses capadt^s k nnafjquer les cellules 
epittieliales prostatiques humaines noimales par immune 
figures 2a et 2b indiquent r^spectivement la speaficite de 



10 



histochimie. Les 
'anti PSMA P12, 



15 



tant sur la irgn6e canine DPC-1 que la Itgnee humaine LslCaP, ce qui en 
tant que tel est un argument important en faveur de la validity de cette 
lign^e comme modele de ligh^e prostatique tumoraie hun* aine. La figure 6 
montre que cet anticorps est sp^cifique tant sur les can :ers de prostate 
humain que sur les cancers de prostate canin, ce qui indique ygaiement 

que le module animal porieur de la tumeur ^tabiie apr&s greffage des 

'-<t 

cellules de ia iignee DPC-t est un modele dont la tumeur reflate fid^lement 
les caracteristiques d*une tumeur humaine. II a en efFet ete observe que cet 
anticorps presente la meme $p6ciffcrt6 pour la prostate canine (figure 6) 
que pour la prostate humaine (figure 7). 



L'ensembie des experiences decrites ci-dessus fndtque que 
rinvention foumit i Thomme du mdtier un moyen direct de realisation d'un 



modele animal de tumeur prostatique utiltsable notarnment dans ia 
20 recherche pr^ clinique. Ces experiences demontrent egalement que le 
nouvel anticorps monoclonal s^lectionne est un out!) de choix dans le 
diagnostic et le suivt therapeutique du cancer de la prostate . 
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REVENDICATIONS 



1. Lignee celiulaire ^blie obtenue apr^s dissodatic^ et mise en 
culture de cellules d* une jMni^ur prostatique spontan6e Bxistant chez un 
animal les cellules de jjadfte lignee ^nt susceptibies d'dtre greffi§es 
dans la prostate d'un animal- A de la meme espece ou d'une espdce 
differente. et caracterisee : 

en ce qu*elle contiertt des aniigenes reconnus par les 
anticorps anti-PSMA humains ; 

- son caryotype est d'au moins 60 chromosomes, 

- son temps de doublement est de 20 d 35 heures et n'est pas 
modifie par la dihydrotestosterone ; 

- elie ne forme pas^de colonies en agar 

2. Lignee seion latj revendication 1 reconnue par 
PSMA humatn PSM*P12 d^pos6 d la CNCM ie 6 aoQt 19gg sous le n^l- 
2280. 

3. LignSe seion t'une des revendicaiions 1 ou 
antigenes reconnus par ies'^nticorps specifiques de ia ^tokeratine 19 et la 
vimentme de^el)ules|>rDstatiquesiiumaiQes. 



ranticorps anti- 



2 porteuse des 



4. Ugnte seion Tune quelconque des revendlcafions 1 a 3 porteuse 
des antigenes reconnus par les anticorps dtriges contre i'antigene Ki67 
humatn et/ou contre Tantigelie PSA humain. 

5. L^nee seion I'un4 quelconque des revendicatior^ 1 d 4 porteuse 
des antigdnes non reconnus par les anticorps dirig6s contra ia cytok6ratine 
18 et/ou contre les r^cepteurs androgdntques des ceHtlries epith^iiales 
prostatiques. 

6. Lignte seion les revendications 1 a 5 caracte^s^e en ce que 
c'est la lign^ DPC-1 d^posee ^ ia CNCM le 6 aoOt 1999 s<»us le 1-2279. 

7. Animal mammifdre non humatn poriiaur d'une tumeur 
30 prostatique, susceptible d'«re obtenu par greffage dans la prostate dudlt 
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animal de 10^ a 10^ cellules d'une lign^e celtulaire stabile selon I'une des 
revendications 1^6. 

8. Animal selon la revendication 7 caractirisi en ce que la tumeur 
prostatique presente les f|Smes caract6ristique$ que la iign^ cellulaire 
selon rune quelconque dei revendications 1 & 6 et sont caradSristiques du 
cancer de ia prostate ches: Vhomme. 

9. Animal non huntain selon la revendication 7 daract6ris6 en ce 
qu'il est de la mdme espdce que Tanimal dont provient la fignee cellulaire. 

10« Animal non humain selon la revendication 9 caracterise en ce 
que Tespdce est le chien, . 

11. M^thode pour identifier une substance susceptible de traiter 
une tumeur de la prostate, ladrte methode incluant I'administration i des 
doses effectives de ladite substance a un animal selon I'l 
des reveruiications 7 A 10 Jet la detection et la mesure, par comparalson 
avec une substance non suspecte d'avoir un effet th^rapeutique, d'une 
incidence sur une reduction de iadite tumeur. 

12. M^hode selon la revendication 1 1 dans laqueile I'lncrdence est 
d6tectde et mesur6e par immunoscintigraphie et/oii par examen 



e et la detection 



histotogique d'une biopsie de la tumeur. 

13. Methode selon ia revendication 11 dans laquel 
et ia mesure sont r6alisees avec un anticorps monoclonal anti PSMA 
humain. 

14. Methode selonjla revendication 13 dans laquetle I'anticorps 
monoclonal anti PSMA humain est Tanticorps PSM^12 dmosd ift ta CNCM 
le 6 aoOt 1999 sous le n^ 1-2280 ou un Equivalent fonctionnel de celui-d 
reconnarssant le peptide 44-62 de rantigene PSMA 

15. Methode selon ta revendication 11 dans laquele la substance 
est le cas EchSant couplee i un ligand d'un recepteur 
ceituies tumoraies de (a prostate. 

16. Methode seion ia revendication 15 dans laquelKe ie Kgand est 



spEciftque des 
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un anticorps monoclonal specrfique d'un antigdne de surface de )a cellule 
prostatique, notamment ranticorps PSM-P12. 

17. M6thode selon la revendication 15 dans laqiielle un anticorps 
antf-idiot^e reconnatssan| le site confomnationnel du couptage entre te 

5 PSMA des anticorps sp^tifiques du PSMA est utilise pour pr6venir 
rintemaiisation de ces demiers. 

18. Precede d'obtention d'un medicament pour la 
traitement des tumeurs de la prostate caractdris^ en ce 
GBUvre, en tant que constituant essentiei dudrt m^icam^nt, un anticorps 

10 anti PSMA sp^cifique de la partie N^enmtnaie de la smjcttire extraceflutaire 
du PSMA couple a une substance identifite seion la methode de la 
revendication 1 1 . 

19. Precede selon Ja revendication 18 dans lequet le m6dicament 
est un medicament de therapie g^nique et la substance choisie parmi les 

15 vecteurs ou les virus defectifs utilises dans ce type de therspie. 

20. Precede selon ia revendication 18 dans tequel la substance est 
une substance chrmique choisie dans le groupe constitue des hormones 

— G HRH o u4Uin^deJeiirsLAoategiies,_^^ 



jprophyiaxie ou le 
que I'on met en 



21, Precede selon I'une des revendications 18 a 20 dans lequel 



20 ranticorps anti PSMA est Tanticorps PSM-P12 depose a la 



1999 sous le n* 1-2280 ou un equivalent fonctionnel de oelui-« 



reconnaissant les peptides 44-62 (fys ser - ser - asn - 
asn - ile - thr - pro - lys ,^ his - asn - met - lys aia 
rantigene PSMA. 

22. Anticorps PSM-P12 depose a la CNCM le 6 apQt 1999 sous te 
n* 1-2280 ou un equivalent fonctionnel de celui-ci reconnaissant le peptide 
44-62 (lys - ser - ser - asn - glu - aia - thr - asn - ile 
his - asn - met - lys - aia ~ phe - leu) de Tantigdne PSMA 



CNCM le 6 aoOt 



glu - aia - thr - 
- phe - leu) de 



thr - pro - lys - 
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23. Produit de couplage entre un anticorps monoclonal specifique 



et une substance d'interSt therapeutique ou diagnostic 
prostate. 

24. Produit de couplage seion ia revendication 



5 ranticorps est I'anticorps PSM-P12 ou un equivalent fbncaonnel de celui-ci 



reconnalssant le peptide 44-62 (lys - ser ~ ser - asn - glu 
- lie - thr - pro - lys - his - asn - nnet - lys - aia - phe - 
PSMA. 

25. Utilisation de ranticorps PSM'P12 d6pose 



du cancer de ia 



23, dans tequel 



- ala — thr - asn 
eu) de Tantigdne 



k ia CNCM ie 



10 6aout1999 sous le n''K2280 ou un equivalent fonctionnel de celuK^i 



reconnalssant le peptide 44-62 (lys - ser - ser - asn - glu 
- ile ~ thr - pro — fys - his — asn - met - lys - ala - phe — 
PSMA dans un procede de ciblage sur des cellules 



prostate de substances dMni^rdt diagnostic ou th6rapeutiqiJie, 



IS 



- ala - thr — asn 
eu) de Tantigene 
umorales de la 
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